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(57) Abstract 

The invention relates to novel lipopolyamines (including their salts), characterised by a symmetrical, highly flexible lipophilic 
component with a buffering capacity at physiological pH, and to their use for funnelling biologically active materials such as DNA, 
RNA, ribozymcs, antisense DNA, peptides and proteins into eukaryotic cells in vivo or in vitro. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Lipopolyamine (einschlieBlich deren Salze), gekennzeichnet durch einen symmetrischcn, 
hochflexiblen lipophilen Anteil mit PufferungsvermOgen bei physiologischem pH, sowie deren Anwendung zur Einschleusung von biologisch 
aktiven Materialicn, wie zum Beispiel DNA, RNA, Ribozymen, Antiscnse-DNA, Peptiden und Proteinen in eukariotische Zellen in vivo 
Oder in vitro. 
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Neue Lipopolyamine, deren Darstellung und Anwendung 



Positiv geladene Lipide (J, P. Behr, Bioconjugate Chem. 5, 382-389, 1994) werden in Form 
von Liposomen, Micellen oder als solche zur Einschleusung von biologisch aktiven Substanzen 
wie Peptiden, Peptoiden, Proteinen, PNA, antiviraleu Wirkstoffen insbesondere aber DNA, 
RNA, Antisense-DNA/RNA oder Ribozymen in eukariotische ZeUen (zum Beispiel Sauger-, 
Pflauzen-, oder Insektenzellen) eingesetzt. Lipopolyanaine sind eine spezielle Klasse von kat- 
ionischen Lipiden, die vergleichsweise hervorragende Transfektionseigenschaften zeigen. Unter 
Transfektiou versteht man die Einschleusung von Erbmaterial in eukariotische Zellen. 
Die Notwendigkeit DNA (zum Beispiel Plasmide, Cosmide, einzelstrangig oder doppelstran- 
gig), RNA oder verwandte StojBBdassen, wie Antisense-DNA/RNA oder Ribozyme in eukario- 
tische ZeUen einzufiihren, um beispielsweise erfolgreich Gentherapie betreiben zu konnen, 
fiilute zur Entwicklung einer Vielzahl von Transfektionsmethoden, Zur Einfuhrung von Nukle- 
insauren in eukariotische und insbesondere in Saugerzellen ist eine Vielzahl von Verfahren, wie 
zum Beispiel die CaP04-Prazipitationsmethode, die DEAE-Dextran-Methode, synthetische 
Polyamine (Polyethylenimin, Polylysm, PAMAM-Dendrimere), Methoden, welche die rezep- 
torvermittelte Endocytose nutzen, Elektroporation, Mikrobombardement, Mikroinjektion und 
Verfahren, die virale Capside als DNA-Carrier benutzen, bekannt. Eine weitere Methode wird 
Lipofektion (P, L. Feigner et aL, Proc. Natl Acad. Sci. USA 74, 7413 1987) genannt. Diese 
niitzt die Tatsache, dali synthetische kationische Lipide in Form von Liposomen, Micellen oder 
als solche mit der negativ geladenen DNA Komplexe bilden. Stellt man die Mengenverhaltnisse 
von DNA xmd kationischem Lipid so ein, dali die resultierenden Komplexe eine positive Netto- 
ladung tragen, so besitzen sie eine hohe AfiBnitat zu der negativ geladenen Membranoberflache 
eukariotischer Zellen. TreflFen solche DNA/Lipid-Komplexe auf Zellen, so kommt es zu einer 
Einschleusung des genetischen Materials in die Zelle. Der genaue Mechanismus, vwe die DNA 
in die Zellen gelangt, ist noch weitgehend unbekannt, man vermutet jedoch, dafi es entv/eder 
zu einer Fusionienmg der kationischen Lipide mit der anionischen Zellmembran bei gleichzeiti- 
ger Ausschiittung der DNA in das Zellinnere kommt, oder dafi die DNA/Lipid-Komplexe als 
ganzes iiber einen naturUchen Transportmechanismus der Zellen, die sogenannte Endozytose, 
in die Zelle gelangen und danach die DNA freigesetzt wird. 

Liposomen sind in der Regel kugelartige Anordnimgen von Lipiden in waBrigen Losungen mit 
„Bilayer-Struktur" und werden typischerweise in drei KlassiJBkationen eingeteQt (siehe N.Y. 
Academy Sciences Meeting: ,JLiposomes and their use in Biology and Medicine" von Dezem- 
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ber 1977): MultUameUare Vesikel (MLV, bis zu 10000 nm\ kleine unilamellare Vesikel (SUV, 
20-50 nm) und groCe unilamellare Vesikel (LUV, 600-30000 nm). Eine Reihe von Herstel- 
lungsmethoden fur Liposomen ist bekannt und in ,4-iposome Technology" (Gregoriadis, CFC 
Pi-ess, N.Y. 1984) ,in ,4.iposomes" (Ostro, Marcel Dekker, N.Y. 1987) oder in Ubersichtsarti- 
keln von Lichtenberg et al (Methods Biochem. Anal. 33, 337-462, 1988), Pagano und Wein- 
steiii (Aim. Rev. Biophysic. Bioeng. 7, 435-68, 1978), oder Szoka und Papahadjopoulos (Ann. 
Rev. Biophysic, Bioeng. 9, 467-508, 1980) beschriebeu. Bekannte Methoden sind beispiels- 
weise die ,/everse-phase evaporation'-Methode und die Extrusionsmethode, bei der eine Li- 
pidlosung durch eine mikroporose Membran gepresst wird. 

Liposomen werden typischerweise auch auf folgendem Weg hergesteUt: Die Lipide werden in 
emem organischen Losungsmittel aufgenommen. Durch Verdampfen des Losungsmittels unter 
emem Strom von StickstoflF wird an der GlasgefaJiwand ein diinner Lipidfihn erzeugt. Zugabe 
von Wasser oder wassriger PufiFerlosung hydratisiert diesen Fihn. Die erhaUene Losung wird 
zuletzt mit Ultraschall behandelt. 

Kationische Lipide gewinnen zunehmende Bedeutung in der Gentherapie, Dabei werden in 
vivo mit verschiedenen Verfahren Korperzellen transfektiert, indem Komplexe aus Carrier und 
DNA mtradermal, intramuskular, mtraperitoneal, intravenos, subkutan, intranasal, in Liquor- 
raume oder direkt in Tumore verabreicht werden oder Korperzellen entnommen, transfektiert 
mid wieder reimplantiert werden. Eine in diesem Zusammenhang favorisierte Methode war bis 
vor einiger Zeit die Embringung des genetischen Materials durch virale Carrier. Diese Methode 
besitzt jedoch die Gefahi* der Ruckmutation zu einem pathogenen Virus. Desweiteren wird die 
eingesclileuste DNA stabil ui das Erbgut emgebaut, so dafl eine Steuerung der Therapie oder 
eine Ruckfiihrung der Zellen m ihren ursprungUchen Zustand nicht mehr moglich ist. Zudem 
besitzen vnale Cairier Restriktionen beziiglich der Grofie der emzuschleusenden DNA. Modi- 
fizierte DNA oder RNA wird durch Viren nicht iibertragen. AuBerdem konnen nur sich teilen- 
de Zellen auf diesem Wege transfektiert werden. 

Weitere Gefahren, die bei der Anwendmig von viralen Carriersystemen zu beriicksichtigeu 
sind, sind die mogliche Aktivierung von Oncogenen und eine Immimreaktion des behandelten 
Organismus. 

Die Transfektion mit kationischen Lipiden ist diesen Restriktionen hingegen nicht unterworfen. 
Die Transfektion verlauft m der Regel transient, das heifit, die transfektiert e DNA oder RNA 
wird nur fur erne bestunmte Zeit exprimiert, da sie nicht in das Erbgut eingebaut wird und 
durch Nukleasen mit der Zeit abgebaut wird. Auf diese Weise kann Gentherapie dosiert und 
reversibel gemacht werden. Restriktionen bezuglich der GroBe der DNA bestehen nicht und 
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auch modifizierte DNA oder RNA (z.B. Antiseuse-DNA/RNA oder durch Einbau modifizierter 
Nukleotide stabilisierte Ribozyme) kann mittels kationischer Lipide in Zellen eingeschleust 
werdeu. Auch sich nicht teilende Zellen, wie zum Beispiel Nervenzellen, konnen durch kationi- 
sche Lipide transfektiert werden. Desweiteren wurde bisher kein inomunogenes Verhalten von 
kationischen Lipiden bei in vivo Versucheu gefimden. 

Walueud die m vivo-Anwendung von Mikroinjektion und Elektrop oration aus Verfahrens- 
griindeu nicht moglich erscheint, besitzen die CaPOa- und DEAE-Dextran-Methoden vergU- 
chen mit der Lipofektion eine schlechtere TransfektionsefBzienz. 

Unter den kationischen Lipiden gibt es erne Klasse, die die bekannt hohe AflBnitat zwischen 
Polyaminen (z.B. Spennin, Spermidin) und DNA zur Transfektion ausniitzen, sogenannte Li- 
popolyamine. Die Polyamine sind dabei linear oder verzweigt aufgebaut und enthalten Ethylen- 
; Propylen-; oder Butylengnippen zwischen den Aminofimktionen. Die Polyamine sind auf xm- 
terschiedUchste Weise mit einem hpophilen Rest verbunden, 

Beispielsweise wird das bei physiologischem pH-Wert positiv geladene Spermin mit einem 
hydrophilen Rest, m manchen Fallen uber einen Spacer, verknupft. Spermin bildet stabile 
Komplexe mit DNA imd ahnhchen Verbindungen, indem es iiber Wasserstofifbriickenbindung 
in der Furche der DNA gebunden wird. 

Die ersten solchen Liposperminderivate wurden von Behr, J. P.et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 86: 6982-6986; 1989; EP 0394111) synthetisiert. Dabei verkniipften sie Carboxyspermm 
uber einen Spacer mit zwei unterscliiedUchen hydrophilen Resten. Die Struktur des dabei erhal- 
teneu 5-Carboxyspermylglycindioctadecylamid (DOGS) ist: 




DOGS ist als Transfectam™ (Promega) kommerziell erhaltlich. 

Die zweite von Behi* et al. entwickelte Verbmdung ist Dipahiiitoylphosphatidylethanolamin-5- 
carboxyspermylamid (DPPES): 
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Ein weiteres Liposperminderivat wird von P. L. Feigner et al. in WO 91 16024 iinter der Be- 
zeichniing L-Spermin-5"Carboxyl-3-(DL-l,2-dioleoyldiniethylaminopropyl-B-hydroxy 
amin) beausprucht. In der Patentschiift beschrieben ist jedoch L-Spennin-5-carboxyl-3-(DL- 
1 , 2-dip almitoyl-dimethylaminopropyl-fi-hydr oxyethylainin) : 




Gebeyehu, G. et al. beschreiben in WO 9405624 die Verbindxmg N-[N-(5-Carboxysper- 
myl)amiuoethyl] N, N-dimethyl-2,3-bis (9-octadeceuyloxy) l-propanammonium tetra 
(trifluoracetat), welches koinmer2dell als Lipofectatnin™ (Gibco-BRL : Life Technologies Inc.) 
erhaltiich ist. 




Von Der Eltz et al. beschreiben in WO 9700241 die Verbindung 2-( 6-Carboxy-spermyl)-l,3- 
dioleoyloxy-propylamid, die imter dem Namen DOSPER auf den Markt gebracht wurde 
(Boehringer Mannheim GmbH). 
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Die bisher genannten Verbindungen wurden alle uber eine Amid- oder Esterverknupfung eines 
lineareu Polyamins, welches eine Carboxyfimktion als Seitenkette tragt, i.e. von Carboxysper- 
min zu einem lipohilen Rest hergestellt, Spatere Veroflfentlichimgen zeigen schliefilich auch 
andere Verknupfimgsweisen von linearen Polyaminen zu den lipophilen Resten, z.B durch eine 
Amid- Oder Carbamatverkniipfung zu einer endstandigen Aminofimktion (lineare Stniktur) 
oder inneren Ajninofiinktion („T-shape-structure") des linearen Polyamins. Beispiele finden 
sich in den VeroffentUchungen DE 1963189, WO 9640726, WO 9640725, WO 9618372, WO 
9746223, WO 9802190 imd WO 9802191. 

Auch verzweigte Polyamine wurden beschrieben (G. Byk et al, J. Med. Chem., 41, 224-235, 
1998). 

Trotz groCer Fortschritte auf dem Gebiet der Transfektion mittels kationischer Lipide, ver- 
bleibt ein Bedarf an einer groiieren Auswahl solcher Lipide. Der Grund dafur liegt darin, dali 
bis heute kein kationisches Lipid gefimden wurde, daB mit alien Zelltypen befiiedigende Er- 
gebuisse liefert. Da verscliiedene Zelltypen ,„sich in ihrer Membranzusammensetzung unter- 
scheideu, ist es nicht verwxmderlich, daC verschiedene Kon:^)ositionen von Lipiden und ver- 
schiedenartige Lipidtypen fur eine efifektive Transfektion unterschiedlicher Zellen benotigt 
werden. 

Da iiber den eigentlichen Transfektionsschritt bis heute noch wenig bekannt ist, ist die Ent- 
wacklung von neuen kationischen Lipiden weitgehend empirisch. Wichtige zu beachtende Ge- 
sichtspunkte fur das Design solcher Lipide sollten daher ihre physikahschen Eigenschaften be- 
zuglich der Ausbildung von Liposomen oder Micellen, die Eigenschaften der gebildeten Lipo- 
somen oder Micellen, die Toxizitat gegeniiber den zu transfektierenden Zielzellen, desweiteren 
die Stabihtat der Lipide, deren Metabolisierbarkeit und die Moglichkeit emer in vivo-Anwen- 
dxmg sein. 

Die erfindungsgemali zu losende Aufgabe bestand daher darin, neue kationische Lipide mit 
hoher Wirksamkeit und moglichst breitem Wirkungsspektrum in Kombination mit guter 
Stabilitat und geringer Toxizitat zu finden. Bei der vorhegenden Erfindung wurde nun iiberra- 
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scheaderweise gefunden, daB die Kombination von Polyaminen als Kopfgnippe mit einem 
speziellen lipohilen Rest zu besouders guten Eigenschaften in Hinblick auf EfiBzienz und Sta- 
bilitat fiihit: 




Die Reste R sind dabei gesattigte oder ungesattigte lineare oder verzweigte Alkylketten, vor- 
zugsweise mit 10 bis 20 KohlenstoflFatomen. 

Als Erklanmg mogen folgende Hypothesen dienen. Von besonderer Bedeutimg fur eine erfolg- 
reiche Transfektion hat sich die Bildung eines sogenannten DNA-Lipid-Komplexes erwiesen. 
Beim Zusammentrefifen von DNA imd kationischen Lipiden, die als Liposomen- oder Micellen- 
fonnulierungen eingesetzt werden, kommt es zu einer spontanen Kondensation der DNA unter 
Zusammenbruch der liposomalen oder micellenartigen Organisationsstniktur der kationischen 
Lipide. Es bildet sich ein DNA-Lipid-Konq)lex aus, in dem die DNA in einem multilamellaren 
Komplex mit ,3ilayerstruktur" aus den besagten Lipiden eingebettet ist (J. O. Radler et al 
Science, 275, 810, 1997). Ist z.B. die Spermingruppe als DNA-aflSne Kopfgnippe erst einmal 
an die DNA gebunden, kommt somit der Flexibilitat und Symmetrie des restlichen Molekiilteils 
(lipophiler Rest) besondere Bedeutung zu, da die Alkylgruppen in der Lage sein mussen, sich 
moglichst parallel auszurichten, urn iiber Van-der-Waals-Krafte stabile ,3ilayer-Struktureu" 
ausbilden zu konnen. 

Die bisher vorgeschlageuen Verbindungen sind hi der Regel wenig symmetrisch aufgebaut, was 
eine parallele Ausrichtimg der Alkykeste erschwert, und beinhahen allesamt Ester, Ether oder 
Amidverkniipfimgen zwischen den Alkylresten und einem Gnrndgeriist bz\v. einem Spacer. 
Diese Verbmdungen smd daher m ihrer Flexibilitat aufgrund der festgelegten Bindungswinkel 
und im Falle von Amidverknupfimgeu (z.B, bei Verbmdimgen aus G. Byk et al, J. Med. Chem., 
41, 224-235, 1998, EP 0394111, WO 9618372, WO 9746223,WO 9802190 und WO 
9802191) aufgrund vorhandener Resonanzstrukturen stark emgeschrankt. 
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In der Resonanzstruktur fiir Amide tragt das O-Atom eine negative iind das Amid-N-Atom 
eine positive Ladung. Es resultiert eine planare Anordnimg der an der Amidbindung beteiUgten 
Atome. Eine freie Rotation der Amidbindung zwischen CarbonylKohlenstoff und dem Stick- 
stoflFatom ist nicht mdglich. Diese Eigenschaft wirkt sich beispielsweise in ganz besonderer 
Weise auf die Struktur von Proteinen aus, (Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur), deren 
Peptidbindungeu nichts anderes als Amidverknufimgen sind. Erst die starren, nichtflexiblen 
Amidverknupfimgen geben dem Protein seine biologisch notwendige Struktur. 
Die erfindungsgemaCeu Verbindungen (siehe auch unten) verkniipfen die Alkybreste R2 und R3 
liber ein tertiares StickstofFatom (Amin). Damit ist eine hohe Synametrie und durch die Mog- 
lichkeit des „Durclisch\vingens" des freien Elektronenpaares (Pseudorotation) am StickstofF- 
atom maximale Flexibilitat gev^ahrleistet. Somit besteht bei diesen Verbindungen die optimale 
Voraussetzung zux parallelen Ausriclitimg der Alkybreste (trotz an der DNA fest verankerter 
Kopfgruppen) und somit zur Bildung stabiler DNA-Lipid-Komplexe. Die Stabilitat wird insbe- 
soudere auch durch eine groBe Uberlappung der van der Waals-Regiouen der Alkylgruppen 
be wirkt. 

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die besonders guten Eigenschaften der beanspruchten 
Verbindungen besteht darin, dafi diese Verbindungen aufgnmd des nicht an der 
DNA-Komplexbildung beteiUgten basischen Stickstoffatoms, welches die Alkyheste tragt, 
PuflFenmgsvermogen im physiologischen pH-Bereich besitzen. Diese Eigenschaft fordert auf 
dem Weg der Endozytose die osraotischen Zerstorung der Endosomen, so daB die DNA um so 
besser in das Zytosol freigesetzt wird (J. P. Behr, Gene Therapy, 3,1010-1017, 1996). 
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Es hat sich insbesondere gezeigt, dalJ erfindimgsgemaCge Verbindungen, bei denen die Poly- 
amine der Kopfgnippe, die an den lipophilen Rest Ri gebunden ist, mindestens drei Stickstoflf- 
atome aufweisen, besonders gute Eigenschaften aufweisen; derartige Verbindungen werden 
daher besonders bevorzugt. 

Die vorliegende Erfindung betrifil somit neue Lipopolyamine der allgemeinen Formel I, die in 
der Lage sind, biologisch aktive Molekiile in eukariotische Zellen zu transportieren: 



Formel I: 



H- 



H 



CH2 



).), 



(Hi 



N— {-CH2 X (- CH2 N 



H 



2-n 



— ' 2-m 



die bei Vorhandensein eines Asymmetriezentrums in der D-,L- oder DL-Form vorliegen, ein- 
schlieGlich ihrer Salze, wobei 

Ri ein lipophiler Rest folgender allgemeinen Formel ist: 



R2 
R3 



in welcher R2mid Rsmiabhangig voneinander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, 
Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl, Octadecenyl oder andere Alkylreste, die in alien mogli- 
chen Kombinationen gesattigt, ungesattigt, verzweigt, imverzweigt, fluoriert oder nicht flu- 
oriert sein konnen, und aus 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 Kohlenstoffatomen aufgebaut sind , 



und X eine der folgenden Gruppienmgen ist: 



X = 



I 



N — (CH2)h — C — NH — 
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N — {CH2)r — C — O- 



O 

\ II 

^N— (CH2)k"0 C 



O 

N II 
CH-C— O 

/ 

\h-CH2 NH — 

^ , Oder 



O 

\ II 
— (CHjIk-NH C- 



\ 

( 



CH-C — NH- 



N 



CH-C — NH"(CH2), — NH — 



CH-CHo — O- 



wobei m ^ 0 und n = 0 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, h - 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, h - 0,1,2,3,4,5 oder 6, r == 0,1,2,3,4,5 oder 6, k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 
- 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 0 und u = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, h - 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k - 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c == 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, h - 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und n == 2 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
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= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, h = 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k - 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 

= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein koimen, 

Oder 

vvobei ra = 2 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0, 1,2,3,4,5 Oder 6, h = 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und 1 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konneu, wobei vorzugsweise maximal 50%, besonders bevorzugt 
30%, der H-atome durch F-Atome ersetzt sind. 

Vorzugsweise ist g > 1. Bei bevorzugten Verbindungen ist c=3 und/oder d=3. Bei besonders 
bevorzugten Verbindungen ist a=0 oder 3 und/oder e=0 oder 3 und/oder b=0 oder 1 und/oder 
f^O Oder 1. 



Von besonderem Interesse sind dabei Verbindungen und ihre Salze mit folgenden Strukturen: 
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NH, 



R M 

^;;:N-(cH2)g -nh-c— (chzIk -n 



>-(CH,)g -NH-C-{CH,)K-Nr 



R II J 

^^N-{CH2)g -NH-C— (CHaK N, 



HN 



R»' 



:N-(CHi)g -NH-C-ICHjK n 



HN 
HN 



j^NH, 



HN 

>-(CH2)g -NH-C— (CHj)k -N, 



Nr ^ NHj 



NO-v^NH, 



O 

''*>-(CHj)g -NH-C— (CHjK -N 
Rj 
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NH, 



^N-(CHj)„ -O-C-(CHj), -N 



\ 

HN 



O 

;N-(CH2)g -0-C-(CH2), — N 



NH, 



^N-(CH,), -0-C-(CHJ, -N. 

\ 

HN 



j^NH, 
HN"^ 



HN 



NH, 



;:n-(cHs), -o-c-(CHj), -n' 

Nr^^NHj 



.r 



;;N-(CH,), -O-C-(CHj), — N 



NH, 
NH, 



,^ ^NH, 



NH2 



::n-(ch,), -c-nh-(cHjK -n' 

NH. 



NH, 



^N-(CH2)a -C-NH-(CH2)k -N. 



HN 



NH. 



NH, 



R,^ \\ / 

;::n-(CH,), -C-NH-(CHj)k-Nr 



NI^^NHj 
Is^NH, 



HN 

R.^ \\ / 

^N-(CH,), -C-NH-(CH,)k -N^ 

R» 



NH. 



HN 
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O 

R It 
''^N-{CH2)a -C-NH-(CH2), -N 



HN 

/ 



NH- 



o 

R, II 

;:n-(ch,), -c-nh-(ch,k— 

s 

N 



:N-(CH2)gC-0-(CH2)K-N 



\ 



:N-(CHj)gC-0-(CH2)K-N 



HN 



O 

R, II 

>-(CHj)bC-0-(CHA-N 

R3 



NH2 
NH2 



HN 

R II J 

R3 



r 



NH, 



HN 



NH, 



HN 



NHj 
N^x^NH2 



^^N-(CH2)a C-O-iCHaK — N' 

Nr^-^NHa 



NH- 



BNSDOCID: <WO 9908997A1J_> 



wo 99/08997 



PCT/EP98/05156 







BNSDOCID: ^WO_9908997A1_L> 



wo 99/08997 



PCT/EP98/05156 







BNSDOCID: <WO 9908997A1 I > 



wo 99/08997 



PCT/EP98/05156 



16 




wobei h = 0,1,2,3,4,5 oder 6, r = 0,1,2,3,4,5 oder 6, k = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 1 = 0,1,2,3,4,5 
Oder 6 und wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konnen, R2und R3 xmabhangig voneinander 
Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl oder 
Octadecenyl sein konnen. 

Von ganz besonderem Interesse ist dabei folgende Verbindung und ihre Salze: 
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Von weiterem besonderen Interesse siud Zusammensetzimgen oder Fonnulierungen (die Lipo- 
somen oder Micellen enthalten), die mindestens eine der erfindungsgemafien Verbindungen mit 
Oder ohne Colipide, wie z.B. Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE), Dioleoylphosphatidyl- 
cholin. Cholesterol oder Cholesterylamin enthalten. Die Zusammensetzungen oder Fonnulie- 
rungen (die Liposomen oder Micellen enthalten) konnen iibliche Zusatzstoffe, Trager, Adju- 
vantien etc. enthalten. 

Von weiterem besonderen Interesse sind Verfahren zum Einbringen von biologisch wirksamen 
Verbindungen, wie DNA, RNA, Ribozymen, Antisense-DNA, PNA, Peptiden, Peptoiden und 
Proteinen in eukariotische Zellen, wobei die erfindungsgemalien Verbindungen, Zusammenset- 
zungen oder Formulienmgen mit den einzubringenden (biologisch aktiven) Verbindungen 
komplexiert und die entstandenen Komplexe mit eukariotischen Zellen in vivo oder in vitro in 
Kontakt gebracht werden. 

Von weiterem besonderen Interesse ist die Verwendung der erfindungsgemafien Verbindun- 
gen, Zusammensetzungen oder FormuUenmgen (zur Herstellung eines Medikaments oder eines 
Reagenzes) zum Einbringen von biologisch wirksamen Verbindungen, wie DNA, RNA, Ribo- 
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zymen, Autisense-DNA, PNA,Peptiden, Peptoiden und Proteinen in eukariotische Zellen in 
vivo Oder in vitro. 

Von weiterera besonderen Interesse ist die Verwendung der erfindungsgemafien Verbindun- 
gen, Zusammensetzungen oder Forraulienmgeu (zur Herstellung eines Medikaments oder eines 
Reagenzes) zum Einbringen von biologisch wirksamen Verbindungen, wde DNA, RNA, Ribo- 
zymeu, Antisense-DNA, PNA, Peptiden, Peptoiden und Proteinen in eukariotische Zellen in 
vivo oder in vitro in Kombination mit sogenannten ,^nhancem", die die Wirkung der erfin- 
dungsgemalien Verbindungen verstarken. 

Die ei*findungsgemaCen Lipide enthalten also Polyamine als DNA-aflBne Kopfgruppen, die ge- 

gebenenfalls iiber einen Spacer an einen speziellen lipophilen Rest gebunden sind. 

Ein besonderer Wert der erfindungsgemalJen Lipide liegt in ihrer Stabilitat in Losung, bei 

gleichzeitiger geringer Toxizitat fiir die Zelle in Kombination mit auBergev^ohnlich guten 

Transfektionseigenschaften. 

So konnte gezeigt werden, daU die erfindimgsgemafien Verbindungen, im Vergleich mit Lipo- 
fectamin^' (Gibco-BRL : Life Technologies Inc.), dem bis dato in der Fachwelt anerkannt 
wirksamsten Transfektionsreagenz aus der Gruppe der Lipopolyanodne, bessere Transfektions- 
eigenschaften besitzen, wenn sie die gleiche Kopfgruppe tragen. Die Transfektionsefifizienz ist 
dabei uicht nur jeweils im serumfreien und serumhaltigen Milieu hoher, sondem es zeigt sich 
auch, daB em bohes Niveau der Transfektionsefifizienz iiber ein wesentlich breiteres DNA-Li- 
pid-Verhaltnis eneicht v^erden kann. 

Die ei-findungsgemaUen Verbindungen konuen dadurch hergestellt w^erden, daB eine Amino- 
gruppe eines Diamins gegebeuenfalls in Gegenwart einer Base mit einem Alkylierungsreagenz 
umgesetzt und die andere Aminogruppe mit einem gegebeuenfalls BOC-geschutzten Carboxy- 
polyalkylamtn gekuppelt wird. Dabei ist die andere Aminogruppe vorzugsweise im ersten Re- 
aktionsschritt z.B. mit einer BOC-Gruppe geschutzt, die vor Umsetzung mit dem Carboxypo- 
lyalkylamin entferat wird. Als Alkylierungsreagenz kann em Alkylbromid wie Stearylbromid 
eingesetzt imd als Base x,B, Triethylamin oder 4-Methylmorpholin eingesetzt v^erden. 

Nachstehend wird ein entsprechender Syntheseweg am Beispiel einer der ganz besonders inter- 
essanten Verbindungen, namlich von N-[2,5-Bis [(3-aminopropyl) amino]- 1-oxopentyl]- 
N\N '-dioctadecylethylendiamin, erlautert. 
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Dabei wird von Alkylendiamin ausgegangen, bei dem eine Aminogruppe mit N-tert.-Butyloxy- 
carbonyl geschiitzt (BOC geschutzt) ist. Die fireie Aminogruppe wird durch Alkylbromide wie 
Z.B. Stearylbroraid in Anwesenheit einer Base derivatisiert. AnschlieUend wird die geschutzte 
"Aminofimktion in an sich ublicher Weise deblockiert and in an sich ublicher Weise an an alien 
(reaktiven) Aminofiinktionen BOC-gescliutztes Carboxypolyalkylamin (hier BOC-geschiitztes 
Carboxyspermin) gekuppelt. Nach in an sich ublicher Weise erfolgendem Deblockieren dieser 
Kopfgruppe erhalt man die gewiinschten Verbindungen, je nach Aufarbeitung als freies Amin 
oder in Form ihrer Salze. 
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In eiiier weiteren Ausfuhnmgsform wird ein gegebenfalls an einer Aminograppe geschutztes 
Diamin mit Acrylnitril umgesetzt und das Produkt mit einem Alkylierungsreagenz, wie Ste- 
arylbronaid, gegebenenfells in Gegenwart einer Base umgesetzt. Das Produkt kann dann hy- 
driert werden. 



So kann eine weitere bevorzugte Verbindung, namlich N,N-Bis-(3-anunopropyl)-N',N'- 
dioctadecylethylendiamin hergestellt werden. Diese Verbindung wird ausgehend von N-tert.- 
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Butyloxycarbonylethylendiamin (BOC-Ethylendiamiu) durch Umsetzen mit Acrylnitril, Alkylie- 
rung mit Alkylbromid und anschlieliender Hydrienmg gewonnen. Die anschlieUenden Schritte 
dienen der Axifreinigung. 
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Durch Wahl dem Fachmann an sich bekaimter geeigneter Bedingungen, wie Temperatur, Zeit, 
stochiometrisches Verhaltnis etc. konnen die Polyaminkopfgruppen verlangert oder auch ver- 
zvveigte Polyaminkopfgruppen erzeugt werden. Dabei besteht die Moglichkeit, die Kopfgruppe 
eiuzebi zu erzeugen und anschliefiend an den iipophilen Rest zu kuppein oder schon gekuppelte 
Kopfgruppen am Molekul zu enveitem. Z.B. kann nach folgendem an sich bekanntem Reakti- 
onsschema, das im librigen auch im vorigen Beispiel enthalten ist, vorgegangen werden: 




Als explizites Beispiel soil die Umsetzung von Omithin mit Acryhiitril dienen. Uber die Menge 
an Acryhiitril und der richtigen Wahl der Reaktionstemperatur kann das gewiinschte Produkt 
als Haupmenge erhalten werden. Die Hydrierung der Nitrile zu den Aminen und deren Schutz 
durch die BOC-Schutzgruppe werden nach J. P. Behr et al. Proc. Natl Acad. Sci., USA, 86, 
pp. 6982-6986, 1989 analog der Syuthese von Tetra-BOC-Carboxyspermin durchgefiihrt. 
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Eine weitere Moglichkeit zur Verlangerung und Verzweigung der Polyaminkopfgruppen be- 
steht in der Alkylienmg von Aminen durch N-(tert.-Butyloxycarbonyl)-3-brompropylamin: 
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ADgemein konnen samtliche aufgefuhrten Lipide mit den in den vor- und nachstehenden Bei- 
spielen aufgefuhrten Methoden (Blockieren und Deblockieren von Aniinofimktionen mit der 
BOC-Schutzgruppe, Alkylierung von Aminofimktionen mit Alkylbromiden, Kniipfen von 
Amidbindungen anolog bekannter Peptidchemie, Cyanoethylierung von Aminofiinktionen via 
AcrylnitriL Hydrierung von Cyanofixnktionen zu Aminen) oder mit dem organiscben Chemiker 
vertrauten, allgemein bekannten Methoden (AlkyUerung von Alkoholen, Knupfen von Ester- 
bindungen, Reduktion von Estem zu Ethera bzw von Amiden zu Aminen via Lithiumalanat) 
erzeugt werden. 

Beziiglich der Herstellung der Verbindungen, die die zwei zuletzt beschriebeneu Spacer enthal- 
ten, sei auf WO 9802191 verwiesen. Hier wird beschrieben, wie Ester imd Amide mit Lithi- 
umalanat zu Ethem und Aminen reduziert werden konnen, ohne die BOC-Schutzgruppe an- 
zugreifen. Auf diesem Wege resultieren solche Verbindungen aus den entsprechenden Vorlau- 
fem. 

Die erfindungsgemafien Verbindungen konnen als solche in wassriger oder wassriger PufiFer- 
oder ethanolischer Losung angewendet werden. Es konnen jedoch auch Liposomen (oder 
Micellen) mit den oben genannten Lipiden alleui, oder in Kombination mit andereu Lipiden wie 
zum Beispiel Cholesterol, Cholesterylamin, Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE) oder 
Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC) formuUert werden. 

Um die Transfektionsefl52ienz der erfindungsgemafien Lipide zu steigem, besteht die Moglich- 
keit, Zellen in Gegenwart von Substanzen zu transfektieren, die die enzymatische Aktivitat ra 
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den Lysosomen inhibierea, sogenannte lysosomatotrope Substanzen, wie zum Beispiel Chloro- 
quiii Oder von Viren abgeleitete lysosomatropisch wirkende Proteine, 

Weiter besteht die Moglichkeit, sogenannte Enhancer in Kombination mit den kationischen 
Lipiden einzusetzen. Enhancer verstarken die Wirkimg der kationischen Lipide. Dabei gibt es 
Enhancer, die selbst keine transfizierenden Eigenschaften besitzen, und solche, die auch ohne 
kationische Lipide zur Transfektion verwendet werden konneu. Im ersten Fall kommt es zu 
einer einfachen Verstarkung (Amplifikation) der TransfektionseflBzienz der kationischen Li- 
pide. In letzterem Fall zeigt sich in kombinierter Anwendung eine TransfektionseflBzienz, die 
groBer ist als bei Eiuzelanweuduug. Die Kombmationswirkung kommt daher durcfa emen 
SynergieeflFekt zustande. Enhancer entfalten ihre Wirkung in der Regel durch eine Vorkondeu- 
sation der zu transfizierenden DNA oder sie Erhohen die Permeabilisierbarkeit der zu durch- 
dringenden Zellmembran, Beispiele fur Enhancer sind Polyethylenimin, Transferrin, Protamin- 
sulfat, Polyhistone, fusogene Peptide, Virushiillen, virale Oberflachenpeptide, replikationsdefi- 
ziente Viren usw. 

Die erfinduuQgsgemaBen Lipopolyamine sind bei physiologischem pH positiv geladen und kon- 
nen daher mit negativ geladenen Makiomolekiilen, msbesondere mit DNA und verwandteu 
StoflOdassen stabile Aggregate bilden. Die mit den Lipopolyaminen bemantelten imd positivier- 
ten Makromolekiile wechselwirken mit der negativ geladenen Zellmembran auf eine Weise, die 
zu einer Einschleusung der Makromolekiile in die Zelle fuhrt. Dabei smd in vitro als auch in 
vivo Anwendungen mogUch. 

Im Vergleich zur zielgerichteten rezeptor\^ermitteken Endocytose (Wu et al, J. Chem. 262, 
4429-4432, 1987), in denen Polykationen, welche auch DNA-Binder genanut werden (zum 
Beispiel Polylysiu etc.) an sogenannte IntemaUsierungsfaktoren (zum Beispiel bestimmte Gly- 
koproteine) gebunden sind, die zielgerichtet an Oberflachenrezeptoren bestimmter Zellen bin- 
den, besitzen die ei*finduugsgemaBen Lipide, bzw, deren LiposomenformuUerungeu keine Zell- 
spe2dfitat. Eine zielgerichtete Lieferung durch die erfindungsgemafien Lipide bzw. deren Lipo- 
somenformulierungen kann dadurch erreicht werden, dali die Ladungen von Lipiden imd den 
zu transportierenden Biomolekiilen ausgegUchen werden und zusatzlich an das Aggregat zwi- 
scheu Biomolekiil und Lipiden Interaalisierungsfektoren angebracht werden. Dies kann zum 
Beispiel durch LiposomenfonnuUerung mit CoUpiden erreicht werden, falls die Cohpide als 
Kopfgruppe solche IntemaUsierungsfaktoren tragen. Eine andere MogUchkeit ist ein auf La- 
dungsneutraUtat abgestimmtes Aggregat aus Biomolekiil, Lipiden und IntemaUsierung-fakto- 
reu. Sogenannte IntemaUsierungsfaktoren sind Transferrin, Galactose, Mannose, Mannose-6- 
phospliat, Asialglycoprotem, Conalbumin, Lectine, Transcobalamin, a-2-MakroglobuUn, Bio- 
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tin, Folat, mannosylierte Glycoproteine. Weitere sind in EP 0535576, EP 0544292, WO 
942 1 808 zu entnehmeu, die hierin imter Bezugnahme aufgenotnmen werden. 
Analog \vie Intemalisierungsfaktoren, konnen auch zellspezifische Antikorper eingesetzt wer- 
den. 

Die erfindungsgemaBen Verbinduugen konnen zu Tlierapiezweckeu eingesetzt werden. Insbe- 
sondere konnen solche Verbinduugen fiir die Gentherapie von zum Beispiel Cystischer Fibrose, 
Muskeldystrophie, Phenylketonurie, Ahomsirupkrankheit, Propionazidamie, Methybnalonazid- 
amie, Adenosindeaminasemangel, Hypercholesterinamie, Hamophilie and P-Thalassamie ge- 
nutzt werden. Gentherapeutische Behandlungsmethoden sind weiters interessant, wenn Hor- 
mone, Wachstumsfaktoren, Cytotoxine oder immunomodulierend wukende Proteine im Orga- 
nismus synthetisiert werden soUen. Fur die oben genannten Zwecke konnen DNA-Fragmente 
mittels dieser Lipide in Zellen gebracht werden, in denen diese DNA die gewiinschte Wirkung 
entfaltet. Die gewunschte Wirkung kann der Ersatz fehlender oder defekter DNA-Bereiche 
Oder die Inhibition von DNA-Bereichen ( zum Beispiel Antisense-DNA / RNA), die die Er- 
krankung auslosen, im erkraukten Zelltyp sein. Auf diese Weise konnen tumorunterdriickende 
Gene in der Krebs-Therapie eingesetzt werden oder durch die Einfuhrung cholesterolregulie- 
render Gene ein Beitrag zur Vorbeugung von Herz- und Blutgefafikrankheiten leisten. Weiter 
kann DNA, welche Ribozyme kodiert, oder Ribozyme selbst in erkrankte Zellen eingeschleust 
werden. Die Translation jener DNA erzeugt aktive Ribozyme, die an spezifisclien Stellen m- 
RNA katalytisch spalten und auf diese Weise die Transkinption verhindem. Auf diese Weise 
kann zum Beispiel virale m-RNA spezifisch gespalten werden, ohne eine andere zellulare m- 
RNA in Mitleidenschaft zu ziehen. Der Vennehrungszyklus von Viren (z,B. HIV, Herpes, He- 
patitis) kann auf diesem Wege unterbrochen werden. 

Auch in der Krebstherapie spielt Transfektiou zur Herstellung von Krebsvakzinen eine immer 
grofier werdende RoUe. Damit ist dieses Feld auch mogUches Anwendungsgebiet fiir die erfin- 
dungsgemaBen Verbiiidungen. 

Eine weitere Anwendung koinieu solche Lipide zum Beispiel in Impfverfahren finden, die auf 
der Basis der Expression von DNA, welche immunogene Peptide kodiert, im Korper von 
Mensch und Tier funktionieren. Dazu werden Lipid / DNA-Komplexe als Impfstoffe benutzt. 
Die Eiuschleusung der DNA m die Korperzellen fuhrt zur Expression des inamunogenen Pep- 
tids und lost somit die Immunantwort aus. 

Abgesehen von DNA koimen auch andere Makromolekiile, wie zum Beispiel PNA, Peptide, 
Peptoide oder Proteme, m Zellen eingeschleust werden. Zu diesem Zweck konnen sie mit den 
erfindungsgemaBen Lipopolyaminen als solche bemantelt werden oder in Liposomen, welche 
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als Komponente die erfindungsgemalien Lip op oly amine enthalten, eingeschlossen oder an de- 
ren Oberflache adsorbiert werden, falls eine negative Nettoladuug vorhanden ist. Bringt man 
deraitige Aggregate mit Zellen in Kontakt, so findet ein Transport dieser Molekiile dnrch die 
Zellwand statt. Tlierapeutische Peptide haben eiuen giinstigen EinfluB auf zahlreiche Erkran- 
kungeu. Seiche Peptide oder Proteine sind zum Beispiel Lymphokine, Interleukine, Tumore 
Neki ose Faktoren oder Interferone, weiterhin Wachstumsfaktoren, Gewebeplasraiuogenaktiva- 
tor, Faktor-VIIl:c, Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, Erythropoietin, 
Insulin, Calcitonin, Thymidinkinase und andere. Auch toxische Peptide wie Ricin, Diphteri- 
atoxin und andere konnen therapeutisch auf diese Weise gewinnbringend eingesetzt werden. 
Peptoide konnen erfolgreich als Peptidanaloga zur Verhinderung eines schnellen enzymatischen 
Abbaus im Korper eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemalien Lipide werden aufgrund ihrer positiven Ladung vorwiegend dazu ein- 
gesetzt, negativ geladene Molekiile wegen ihrer negativen Ladung zu komplexieren und in 
Zellen einzuschleusen. Durch sogenannte ,^elf assembling systems" konnen jedoch auch positiv 
geladene Molekiile transportiert werden, in dem zunachst negativ geladene Liposomen mit 
diesem positiv geladenen Molekiileu komplexiert werden. Wahit man die Verhaltnisse so, daB 
eine negative Nettoladtmg verbleibt, konnen diese Komplexe niit diesen erjfindungsgemaCen 
Lipopolyaminen als solche oder in Form von Liposomen positiviert werden, m dem die gegen- 
satzlich geladenen Komponenten in Kontakt gebracht werden. Die resultierenden positiv gela- 
denen Gesamtkomplexe werden von den Zellen aufgenommen, 

Weitere Anwendungsmoglichkeiten fiir kationische Lipide sind den Veroffeutlichungen WO 
9011092, WO 9116024, WO 9303768, Science 258, 744-746, 1992 zu eutnehmen, die hierin 
unter Bezugnahme aufgenommen werden. 

Beispiele fiir derzeit als therapeutisch aussichtsreich anzunehmende Sequenzen genetischen 
Materials sind in der Ubersicht von F.W.Anderson, Science 256, 808, 1992 entnehmbar, die 
ebenfalls hierin imter Bezugnahme aufgenommen werden. 

Beispiele: 

Bezugsquellen: 

LPlasmide: pCMV<Sport>B-Gal; Gibco BRL, Life Technologies 

2. B-Galaktosidase-Assay-Kit, Stratagene 

3. Tetra-BOC-Carboxyspermm wurde uach J.-P. Behr et al Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86, 
pp. 6982-6986, (1989) synthetisieit. 
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4. Lipofectamin™ ; Gibco-BRL : Life Technologies Inc. 

5. N-tert.-Butyloxycarbonylethylendiamin, Aldrich. 

6. 0-(tert.-Butoxycarbonyl)-phenylglyoxyl-saurenitriloxim(BOC-ON); Aldrich. 

7. N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid Methojodid (EDC), Aldrich, 

8. 1 -Hydroxy- IH-benzotriazol (HOBT), Aldrich. 

9. 4-Methyhnorpholin, Diisopropylethylamin (DIPEA), Triethylamin, Aldrich. 

10. Trifluoressigsaure (TFA), Aldrich. 

1 1. Dulbecco 's modified Eagels Medium (DMEM), Gibco-BRL : Life Technologies Inc. 

12. Fotales Kalberserum (PCS), Biochrom. 

13. Penicillin, Streptomycin, SIGMA. 
Beispiel 1: Transfektionsreagenz 1 

Svnthese von N-tert.-Butyloxvcarbonvl-N\N'-dioctadecylethvlendiamin 

646 mg (1.94 nmiol, MG 333.4) Octadecylbromid, 135 mg ( 0.84 mmol, Mg 160.22) N-tert.- 
Butyloxycarbonylethylendiamin (BOC-ethylendiamin) imd 332 ^l (1.94 mmol, MG 129.25, d 
0.755) Diisopropylethylamin (DIPEA) werden in 10 ml Acetonitril gelost und iiber Nacht unter 
RuckfluB gekocht. Nach Zugabe von 100 ml Ether wird mit Wasser gewaschen. Die organi- 
sche Phase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel abgezogen. Das schon 
relativ saubere Produkt wird durch Flashchromatographie gereinigt. 

C43H88O2N, 
MG664.12 

Rf = 0,44 (9:1 v/v Chloroform/Methanol) 
MS (FAB): 665.7 (M+1) 

*H. NMR(CDCl3): 

0.88 (tr, 6 H, CH3); 1.26 (,^", 60 H, CH2); L40 (m, 4 H, N-CH2CH2); 1.44 (s, 9 H, CHsboc); 
2.40 (tr, 4 H, N-CH2); 2.50 (tr, 2 H, N-CH2); 3. 15 (m, 2 H, OCO-N-CH2). 

^^C- NMR (CDCI3): 

13.1 (CH3); 22.7, 27.0, 25.5 (CH2); 28.5 (CHjboc); 29.4, 29.6 29.7, 29.7 (CH2); 53.2 (N- 
CH2); 54.0 (N- CH2); 78.9 (CqBoc); 156.1 (OCO). 

Ausbeute: 390 mg (69 %) 
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Svnthese von N-fTetra-tert.-biitvloxvcarbonvl-r(2,5-bisf3-ami nopropyl UminoV 
N \N -dioctadecvlethvlendiamin 

157 mg (0.236 mmol, MG 665.12) N-tert.-Butyloxycarbonyl-N\N'-Dioctadecylethylendiamin 
werden in 4 ml eiues 1:3 v/v Gemisches aus Trifluoressigsaure (TFA) und Methylenchlorid 
aufgeuommen. Nach 2-3 h wird abrotriert und 0.5 h am Hochvakuum getrocknet. Anschlie- 
(Jeud wird in 6 ml eines 1:1 v/v Gemisches aus DMF und Methylenchlorid aufgenonamen xmd 
mit 300 jil 4-Methyhnorpholin versetzt. AnschlielJend werden 152.6 mg (0.236 mmol, MG 
646.8) Tetra-BOC-Carboxyspermin m 2 ml eines 1:1 v/v Gemisches aus Dimethylformamid 
(DMF) und Methylenchlorid gelost und zugegeben. Weiterhin werden 45 mg (0.330 mmol) 1- 
Hydroxy-lH-benzotriazol (HOBT) und 98 mg (0.330 mmol) N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N- 
ethylcarbodiimid Methojodid (EDC) zugegeben und 50 h bei RT geruhrt. Die Losungsmittel 
werden abrotiert und der Riickstand m Methylenchlorid aufgenommen. Danach wird mit Was- 
ser gewaschen, die organische Phase mit Natrimnsulfat getrocknet und abrotiert. Das Rohpro- 
dukt wird xiber Flashchromatographie gereinigt. 

C5lHi36N609 

MG 977.65 

Rf = 0.40 (9:1 v/v Methylenchlorid/Methanol) 
NMR (CDCI3): 

0.88 (tr, 6 H, CH3); 1.25 („s", 64 H, CH.); 1.44 (m, 36 H, CHsboc); 167 (m, 8 H, Spermin: 
CH2CH2CH2); 2.36 (mr, 4 H, Stearyl: N-CH2); 2.51 (m, 2 H, Ethylendiamin: N-CH2); 3.1-3.25 
(m, lOH, OC-N-CH2). 

Ausbeute: 135 mg (59 %) 

Svnthese von N-r2.5-Bis((3-aminopropvl)amino)- l-oxopentvl1-N\N'-dioctadecv lethvlen-dia- 
min (TFA-S;al7.^ 

70 mg N-[Tetra-tert.-butyloxycarbonyl-[(2,5-bis(3-aminopropyl)amino)-l"Oxopentyl]]- N',N'- 
dioctadecylethylendiatnin werden in 2 ml eines Gemisches aus Methylenchlorid und Trifluor- 
essigsaure (3:1 v/v) gelost mid 1.5 h bei RT geruhrt. Danach wird abrotiert, in 10 ml ernes 
Gemisches aus Wasser/ tert.-Butanol (1:1 v/v) aufgenommen und lyophilisiert. 
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C53H,04ON6 (X 4 CF3COOH) 

MG 793.52 (+4 x 114- 1249.52) 
Ausbeute: 100 % 

Beispiel 2: Transfektionreagenz 2 

Svnthese von N \N '-Bis-f 2-cvanoethyl>-N-tert.-butyloxycarbonylethvleadiamm 
500 mg (3. 12 mmol, MG 160,22) N-tert.-Butyloxycarbonylethylendiamin werden in 5 i3al Was- 
ser gelost imd 0.65 ml (9.8 mmol, MG 53.06) Acrylnitril zugegeben. Danach wird 7 Tage bei 
Raumtemperatur geriilirt. Danacb wird mit Essigester iiberschicbtet, ausgeschiittelt und die 
organische Phase abgetrennt, Nacb Trocknen iiber Natriumsulfat wird abrotiert. 

C,3H2202N4 

MG 266.34 

Rf = 0.69 (9:1 v/v Chlorofonn/Ethanol) 
Ausbeute: 660 mg (80%) 

Svnthese von N\N^-Bis-(2-cvanoethvlVN,N-dioctadecvlethvlendiamin 

660 mg (2.48 mmol, MG 266.34) N\N'-Bis-(2-cyanoethyl)-N-tert.-butyloxycarbonylethylen- 
diamiii werden in 10 ml eines 1:3 v/v Gemisches aus Trifluoressigsaure und Methylenchlorid 
aufgenommen. Nach 2-3 h v^d abrotriert und 0.5 h am Hochvakuum getrocknet. Danach wird 
aus ButanolAVasser (1:1 v/v) lyophilisieil. Das erhaltene Trifluoracetat wird in 40 ml trocke- 
neu Acetonitril zusammeu mit 2.43 g (7.28 mmol, MG 333.4) Octadecylbromid und 2.23 ml 
(1.68 g, 13.02 ml, MG 129.25, d 0.755) Diisopropylethylamin (DIPEA) gelost und 24 Stunden 
unter RuckfluB gekocht. Das Rohprodukt wird uber Flashchromatographie gereinigt. 

C44H86N4 
MG671.16 

Rf = 0.42 (9:1 v/v Methylenchlorid/Methanol) 
*H-NMR(CDCL3): 

0.88 (tr, 6 H, CH3); 1.26 (,,s", 60 H, CH2); 1.42 (m, 4 H, N- CH2CH2) 2.42 (m, 4 H, N- CH2); 
2.48 (tr, 4 H, CH2-CN); 2.50 (m, 2 H, N- CH2); 2.50 (m, 2 H, N- CH2); 2.92 (tr, 4 H, N-CH2). 
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Ausbeute: 330 mg (20%) 

Svtithese von N\N'*Bis-n-aminopropvlV N.N-dioctadecvletbvlendiamin (TFA-Salz) 
2.5 g Raney-Nickel werden zu 50 ml Wasser gegeben. Dazu wird unter Riihren 4.5 g Natrium- 
hydroxid so schnell zugegeben, dafi das Wasser gerade nicht iiberkocht mid anschliefiend eine 
halbe Stunde geriilut. 320 mg (0,48 mmol, MG 671.2) N',N'-Bis-(2-cyanoetliyl)-N,N-diocta- 
decylethylendiamin werden in 500 ml 0.5 M Kaliumhydroxidlosmig (in EtOHAVasser 95:5 v/v) 
aufgenommen. Das aktivierte Raney-Nickel wird vom Uberstand durch abdekantiereu getrennt 
und zur Eduktlosiuig gegeben. Danach wird 24 Stmiden an einer Hydrieranlage hydriert. Nach 
Einrotieren des Losmigsmittels wird der Riickstaud in 5 ml Methylenchlorid gelost, Dazu wer- 
den 500 mg (2.02 mmol, MG 246.27) 0-(tert.-Butoxycarbonyl)-phenylgiyoxyl-sauremtriloxim 
(BOC-ON) gegeben und bei Raumtemperatur 24 Stunden geriifart. Danach wird einrotiert. Das 
Rohprodukt wird uber Flashchromatographie gereinigt. Danach wird das Produkt in 10 ml 
ernes 1:3 v/v Gemisches aus Trifluoressigsaure tmd Methylenchlorid aufgenommen. Nach 2-3 h 
wird abrotriert und 0.5 h am Hochvakuum getrocknet. Zuletzt wird aus ButanolAVasser (1:1 
v/v) lyophilisieit, 

C44H94N4 X 4 CF3COOH 

MG 679.21 (+4x 114= 1 135.21) 

MS (ESI): 680.2 

Ausbeute: 250 mg (58% bezogen auf Nitril) 
Beispiel 3: Verzweigte Kopfgruppen: 

Svntbese von N-(tert."ButyloxycarbonvlV3-brompropvlamin 

500 mg (2,28 mmol; MG 218.94) 3-Brom-l-propylamin Hydrobromid (Aldrich) werden zu- 
sanMnen mit 1.13 (4.59 mmol; MG 246.27) 0-(tert.-Butoxycarbonyl)-phenylglyoxyl-saureni- 
triloxim (BOC-ON) und 0.65 ml (0.46 g; 4.6 mmol) Triethylamin in einem Gemisch aus Ace- 
ton und Wasser (1:1, v/v) gelost. Nach 2 Stunden Riihren wird eingeengt und in Methylen- 
chlorid aufgenommen. Die organische Phase wild mit Wasser gewaschen, mit Natrimnsulfat 
getrocknet imd einrotiert. Das Rohprodukt wird durch Flashchromatographie gereinigt. 
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C8Hi602NBr 
MG 238.31 

0.84 (9:1 v/v Methylenchlorid/Methanol) 

'H- NMR(CDCl3): 

1.36 (bi s, 9 H, CHsBoc); 1-98 (m, 2 H, C-CH^-C); 3,19 (m, 2 H, Br-CHz); 3.38 (m, 2 H, N- 
CH2); 4.90 (br s, 1 H, N-H). 

*'C-NMR(CDCl3): 

28.2 {CH3); 30.6,32.6,38.8 (CH2); 79.1 (C.,); 155.8 (C=0), 
Ausbeute: 250 mg (46 %) 

Svnthese von N\N'-Bis-f3-aiiunopropvlV N.N-dioctadecvlethvlendiamin ( TFA-Salz) 
200 mg (0.3 mmol, MG 665.12) N-tert,-Butyloxycarbonyl-N\N'-dioctadecylethylendiamin 
werden in 2 ml eines Gemisches aus Trifluoressigsaure und Methylenchlorid (1:3 v/v) gelost. 
Nach zwei Stunden wird abrotiert und 2 Stimden im Hochvakuum getrocknet. Danach wird in 
20 ml Chloroform aufgenommen und 1 ml (920 mg, 4.5 mmol, MG 101.15, d = 0.92) 4-Me- 
thyhnorpholin zugegeben. Anschlieliend werden 640 mg (2.68 mmol, MG 238.13) N-(tert.- 
Butyloxycarbonyl)-3-brompropylamin zugegeben. Nach 48 Stunden Kochen imter RiickfluB 
wird einrotiert und das BOC-geschutzte Vorlaufer produkt durch Flashchromatograpie gerei- 
uigt. Abschliefiend wkd in 2 ml ml eines Gemisches aus Trifluoressigsaure und Methylenchlo- 
rid (1 :3 v/v) gelost, emrotiert und lyophilisiert, 

C44H94N4 X 4 CF3COOH 

MG 679.21 (+4x 114- 1135.21) 

MS (ESI): 680.2 

Ausbeute: 46 mg (13 %) 

Svnthese von N.N'.N'-Tris fcvanoethvlVomithin 

950 mg Natriumhydroxid werden in 20 ml Wasser gelost. In der Natronlauge werden 2 g 
(11.86 mmol, MG 168.62) Omithin Hydrochlorid gelost. Danach werden 3 ml (45.57 mmol) 



BNSDOCID: <WO_990S997A1J_> 



wo 99/08997 



PCT/EP98/05156 



35 

Acrylnitril zugetropft und 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der Zugabe von 1.7 
inl 25%iger Salzsaure fallt eiii Feststoff aus. Dieser wird nach Kiililung abgenutscht. 

C,4H2l02N5 xHCl 

MG 327.82 

Rr=0.71 (1:1:1 v/v/v Isopropanol/EthauolAVasser) 
NMR (D2O): 

1.58 (m, 2 H, CH2-CHom); 1.90 (m, 2 H, CHzom); 2.61 (m, 6 H, NC-CH2); 2,86 (tr, 4 H, N- 
CH2); 2.98 (tr , 2 H, N-CH2-CH2); 3.39 (tr, 2 H, , N-CH2); 368 (tr, 1 H ,CHon,)^ 

Ausbeute: 2. 1 g (54 %) 

Svnthese von N,N,N\N'-Tetra (cyanoethylVomithin 

980 mg Natriumhydroxid w^erden in 20 ml Wasser gelost. In der Natronlauge werden 2 g 
(11.86 mmol, MG 168.62) Omithin Hydrochlorid gelost. Danach werden 3.9 ml (59.3 mmol) 
Acrylnitril zugetropft und 8 Tage bei Raumtemperatur geriihrt, Danach werden nochmals 3 ml 
Acryhiitril zugetropft vmd v^eitere 6 Stunden geriihrt. Nach der Zugabe von 1.7 ml 25%iger 
Salzsaure wird das Produkt 3 x mit Essigester ausgeschiittelt. Die organische Phase wird iiber 
Natriumsulfat getrocknet und einrotiert. 

C17H24O2N6 xHCl 
MG 344.4182 

Rf= 0.84 (1:1:1 v/v/v Isopropanol/Ethanol/Wasser) 
NMR (D2O): 

1.60 (m, 2 H, CH2-CHon.); 1.92 (m, 2 H, CHjom); 2.52 (m, 8 H, NC-CH.); 2.61 (tr, 4 H, 
CH20nO; 2.87 (tr, 4 H, , N-CH2); 3.03 (tr, 4 H, N-CH2); 3.38 (m, 1 H ,CHom). 

Ausbeute: 2.4 g (59 %) 
Beispiel 4: 
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Liposomen/Micellegformulierimg 

Dioleoylphosphatidylethanolamin, Dioleoylphosphatidylcholin, Cholesterol oder Cholesteryl- 
amiu warden in einem organischen Losungsmittel (z.B. Chloroform) gelost. Das Lipid aus Bei- 
spiel 1 wird als solches oder in Form seines Salzes, zum Beispiel Trifluoracetat-Salzes in einem 
organischen Losungsmittel (z.B. Chloroform) gelost. Durch Kombination verschiedener Men- 
gen der miterschiedlichen Losmigen werden verschiedene Kompositionen aus CoUpiden und 
kat. Lipid hergestellt. In einem Glaskolben wird mit Hilfe eines Rotationsverdampfers ein diin- 
ner Lipidfilm erzeugt. Dieser wird im Hochvakuum von Losungsmittehesten befreit. Der Film 
wird mit soviel Wasser oder wassriger PuflFerlosung hydratisiert, daB die Konzentration 2 mg 
Lipid pro ml Losung betragt. Danach wird imter Kiihlung mit Ultraschall (3x15 min) behan- 
delt. Die FormuUerung wird durch einem Filter (Porenweite 0.2 (am) sterilfitriert. 

Beispiel 5: 

Lipidlosungen 

Die Lipide werden als solches und in Form ihrer TFA-Salze mit oder ohne CoUpiden in Ethanol 
gelost, Durch Mischen mit Wasser erhalt man Losungen imterschiedUcher Zusammensetzun- 
gen. 

Beispiel 6: 

Zellkulturen 

Die Zelilinien CV-1, Hela S3 und NIH 3T3 werden in ,J>ulbecco's-modified Eagle's medium" 
(DMEM), das 10% fotales Kalberserum (FBS), 2 mM L-Glutamin (Gin), 0.1 mM nicht essen- 
tielle Arainosaureu (NEAA), 100 U/ml Penicillin imd 100 f.Lg/ml Streptomycin enthak, in einem 
hikubator (5% CO2- Atmosphare) kultiviert. 

Beispiel 7: 

Transfektion 

Die Zellen werden auf einer 12-Well-MikrotiterpIatte mit einer Dichte von 1-1.5 x 10^ ausplat- 
tiert mid iiber Nacht zu annahemd 60-80 % Konfluenz inkubiert. Um die Zellen in einem 
„Well" zu transfizieren, werden 1.5 |ig von pCMV<Sport>lJ-Gal in 50 ^1 serum- und antibioti- 
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kafreiem DMEM gelost. Das kationische Lipid (z.B, 3,6,9,12 ^l) als ethanolische Losung oder 
Liposomenformulierung wird ebenfalls in 50 pi serum- und autibiotikafreiem DMEM gelost. 
Die beiden Losimgen werden in einem Polystyrolbehalter gemischt und fiir 10-15 min 
steheugelassen, um die Bildimg des Lipid/DNA-Komplexes zu ennoglichen. 
Wahreudesseu werden die Zellen einmal mit PBS (phosphate buffered saline) gewaschen. Je 
nach gewiinschten Bedingungen (Transfektion im serumJ&eien oder serumhaltigen Milieu) wer- 
den 0.4 ml autibiotikafreies DMEM mit oder ohne Serum zu den Zellen gegeben. Der 
DNA/Lipid-Komplex wird direkt zu den Zellen gegeben uud im Brutschrauk 6 h iakubiert. 
Danach wird rait serum und antibiotikahaltigem DMEM in der Weise auf 1ml aufgefuUt, dafi 
das Medium eine Endkonzentration von 10 % Serum enthalt. Die Zellen werden weitere 20 h 
kultiviert. Danach wird auf C-Galactosidase nach den Angaben des Herstellers des B-Galakto- 
sidase-Assay-Kits getestet. Das entwickelte O-Nitrophenol wird photometrisch bei 405 mn 
vermessen. 



Resultate 

Folgende Tabelle und folgendes Balkendiagramm zeigen TransfektioueflBzienzen am Beispiel 
von Hela S3 Zellen im Vergleich. 
Transfektionsreagenz 1: 

N-[2,5-Bis((3-arninopropyl)ammo)-l-oxopentyl]-N',N'-dioctadecylethylen-diamiii (TFA-Salz) 
wurde als LiposomenformuUenuig mit 25 Mol % Dioleoylphosphatidylethanolamiu in wassri- 
ger steiiler Losung eingesetzt. GesamtUpidmenge: 2 mg/ml. 
Transfektionsreagenz 2: 

N',N'-Bis-(3-aminopropyl)- N,N-dioctadecylethylendiamin (TFA-Salz) wurde als Liposomen- 
formulierung mit 50 Mol % Dioleoylphosphatidylethanolamin in wassriger steriler Losung ein- 
gesetzt. GesamtUpidmenge: 2 mg/ml. 

Transfektionsreagenz 3: 

Lipofectamin""^* (Gibco-BRL : Life Technologies Inc.) wurde vom Hersteller erworben. 
Absorbtionswerte bei 405 nm: 
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Transfektionsreagenz 1 


Transfektiousreagenz 2 


Transfektionsreagenz 3 




mit Serum 


ohne Serum 


mit Serum 


ohne Serum 


mit Semm 


ohne Serum 


3 pi 


1.61 


1.92 


0.63 


1.65 


0.81 


1.93 




2.40 


2.40 


0.71 


0.80 


0.30 


J. 65 


9 n\ 


2.10 


1.68 


0.95 


0.58 


0.19 


0.44 



Relative Transfektionseffizienzen 



Reagenz 1/3pl/+ Serum 
Reagenz 1/6^!/+ Serum 
Reagenz 1/9Ml/+Serum 
Reagenz 1/3(jl/-Serum 
Reagenz 1/6|jI/-Serum 
Reagenz 1/9pl/-Serum 
Reagenz 2/3pl/+Serum 
Reagenz 2/6|jl/+Serum 
Reagenz 2/9Mt/+Serum 
Reagenz 2/3M!/-Serum 
Reagenz 2/6|jl/-Serum 
Reagenz 2/9pl/-Serum 
Reagenz 3/3pl/+Serum 
Reagenz 3/6|jl/+Sefum 
Reagenz 3/9pi/+Serum 
Reagenz 3/3pl/-Serum 
Reagenz 3/6Ml/-Serum 
Reagenz 3/9pl/-Serum 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% 
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Patentansp ruche 



1 . Verbindungen der allgemeinen Formel I: 



Formel I: 



^,_^CH, ) ) 



a ' b 



N — ^CHj X ^CHj — N 



2-n 



— * 2-ni 



die bei Vorhandeusein eines Asymmetriezentrums in der D-,L- oder DL-Form vorliegen, ein- 
schlielJlich ihrer Salze, wobei 

Ri ein lipophiler Rest folgender allgemeiner Formel ist: 

R 

in welcher R2Xmd Rsunabhangig voneinander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, 
Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl, Octadecenyl sind, oder andere Alkylreste, die gesattigt 
Oder imgesattigt, verzAveigt oder unverzweigt, fluoriert oder nicht fluoriert sein konnen, iind 
aus 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 
oder 30 Kohleustoflfatomen aufgebaut sind , 

und X eine der folgenden Gruppierungen ist: 



r 



N- 
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wobei m = 0 und n = 0 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
wobei m = 0 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0, 1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
wobei m = 0 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
wobei m = 1 und n = 2 sind imd fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0, 1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, oder 
wobei m = 2 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4.5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

: 1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



O 

s II 
X= ^N — (CH2),— C — NH — 

wobei m = 0 und n = 0 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
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wobei m 0 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konneu, oder 

wobei m = 1 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a - 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind imd fur diesen Fall g - 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 



N — (CH2)r — C — O 



wobei m = 0 und n = 0 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 und r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

- 0,1,2,3,4,5 oder 6 und r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m - 0 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c ^ 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

- 0,1,2,3,4,5 oder 6 und r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei ra = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0, 1,2,3,4,5 oder 6 und r = 0, 1 ,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 
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wobei m = 1 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und for diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 und r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

O 

s II 
X= N — (CH2K-NH C 



wobei m = 0 und n = 0 sind und flir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0, 1,2,3,4,5 oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n == 1 sind und fax diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 
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O 

\ II 

X= ^N — (CH2)k-0 C 

wobei m = 0 iind n == 0 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind imd fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 2 sind imd fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind imd fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 , k - 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 , k = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

O 

\ I! 

X= ^CH-C — NH 

wobei m = 0 und n = 0 sind imd fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 
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wobei m " 0 und n = 1 sind imd fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m 0 irnd n = 2 sind und fur diesen Fall g = 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fur diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und u = 2 sind und fiir diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

O 

\ II 

X= CH-C — O 

/ 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



wobei m = 0 und n = 0 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind xmd fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 
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wobei m = 0 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und u = 2 sind und fiir diesen Fall g 

b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d 

= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g 

b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d 

= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 

oder 

o 

N II 

X= CH-C — NH-(CH2), NH — 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 

1,2,3,4,5,6,7 Oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
0,1,2,3,4,5 Oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 



wobei m = 0 und n = 0 sind und fiir diesen FaU g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 0 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 imd 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen FaU g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 luid 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

wobei m = 1 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 luid 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 
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wobei m = 2 und n = 2 sind iind fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 und 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

\ 

X= CH-CH2 NH — 

/ 

wobei m = 0 und u = 0 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a - 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c - 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
~ 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 0 und n = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m - 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 Oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und u = 2 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e - 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, oder 

X= CH-CH2 — o 
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wobei m = 0 imd n = 0 sind und fur diesea Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0, 1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 seiu kormea, 
oder 

wobei m = 0 und n = 1 sind und fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0, 1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m = 0 und n = 2 sind und fiir diesen Fall g 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
oder 

wobei m = 1 und n = 1 sind und fiir diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,l,2j3,4,5 oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m = 1 und n = 2 sind imd fur diesen Fall g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b = 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d = 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, 
Oder 

wobei m = 2 und n = 2 sind und fiir diesen FaU g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8, a = 0,1,2,3,4,5 oder 6, 
b - 0,1,2,3,4,5 Oder 6, c = 0,1,2,3,4,5 oder 6, d - 0,1,2,3,4,5 oder 6, e = 0,1,2,3,4,5 oder 6, f 
= 0,1,2,3,4,5 oder 6 sein konnen, mit der MaCgabe, dali in alien vorstehenden Fallen b kleiner 
oder gleich 1 ist, weim a = 0 ist und f kleiner oder gleich 1 ist, wenn e = 0 ist. 

2. Verbindungen und ihre Salze eutsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 
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NH, NH, 



R2. 



/ / 

:n — (CH2)g — N:' ✓N — (CHJg — N*^ 



I 



NH2 HN, 



NH2 HN^ 

;:n— (CHj)g — n:; ^n— (chj), —nZ, 



'NH2 



J R2^ J 

^N — (CH2)g — n:: ^N— (CH2)g — 



R 



wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein kami und R2und Rsunabhangig voneinander Dodecyl, Do- 
decenyl, Tetradecyl, Tetradeceuyl, Hexadecyl, Hexadeceuyl, Octadecyl oder Octadecenyl sein 
konnen. 

3. Verbindungen iind ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 
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^N-(CH2)g -NH-C— (CHj)^ N 

R3 



HN 



O 

>-(CHj), -NH-C— (CHi)h-N 



R2 M 

;;;;N-(CH2)g -NH-C— (CH^jn N 

R, 



NH2 



HN 

/ 
\ 

HN 



1^ 



NH, 



O 

;N-(CH2)g -NH-C— (CHj)^ -N 



HN 

/ 



° 

>-(CH2)g -NH-C — {CH2)h -N 



NH2 



NH2 
NH2 



NH, 



wobei h = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konnen iind R2imd Raunab- 
hangig voneinander Dodecyl, Dodeceuyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, 
Octadecyl oder Octadeceayl sein konnen. 

4. Verbindungen und ilire Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Stnikturen: 
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o 
II 



^N-(CHj), -O-C-(CHj), -N' 



;:N-{CHj)g -0-C-(CHA -N 



\ 

HN 



O 
II 



;N-(CH2)g -0-C-(CH2), -N 



^H-{CH^g -O-C-(CHj), -N 

Rs 



HN 

/ 
\ 

HN 



J^NH, 



O 
II 



HN 



;:n-(CH,), -O-C-(CHj), -N' 



R.^ 

;:n-(CH,), -O-C-(CHj), — N 

R. 



wobei r = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konnen und R2und Rsimabhan- 
gig voneinander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, 
Octadecyl oder Octadeceuyl sein konnen. 

5. Verbindungen und ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 
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NH, 



R,^ 11 J 

;:n-(CHj), -C-NH-(CH,), -N, 

R, 



NH, 



^N-(CHj), -C-NH-(CHjK -N, 



HN 



^\i'(cy\^)^ -c-nh-(cHjK-Ns 



,NHj 



HN 

R.^ \\ / 

^N-(CHi), -C-NH-(CHjK -Nr 

R, 



j^NH, 



HN 



o 

R., II 

^N-(CHj)g -C-NH-(CH2), -N 

Ra 



HN 

/ 



"NH, 



k^NHj 



.r 



NH, 



O 

R.^ II 
R» 



Pi, 

< 



.NH, 



NH2 
NH, 



wobei k = 1,2,3,4,5 oder 6 und g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konnen und R2imd R^xmabhangig 
voneinander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadeceuyl, Octade- 
cyl oder Octadecenyl sein konnen. 

6. Verbindxmgen und ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 
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NH, 



>-(CHj)g C-O-CCHjK -N' 

\ 

NH, 



^N-(CHj)g C-O-CCHjK -N, 

R3 



HN 



NH2 



NH2 



nC>^nh2 



o 

R.^ II 

\ 

HN 



NH, 



HN 



r 



NH. 



n: 



;n-(chj), c-o-ccha — n: 



f^NH, 



NH, 
NH, 



wobei k = 1,2,3,4,5 oder 6 und g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konneu und R2imd R3 imabhangig 
voneiuander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octade- 
cyl oder Octadecenyl sein konnen. 

7. Verbindungen iind ihre Salze entsprechend Anspnich 1 mit folgenden Strukturen: 
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wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein kann und Riimd Rsimabhangig voneinander Dodecyl, Do- 
decenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl oder Octadecenyl sein 
konnen. 

8. Verbindungen und ihre Sake entsprechend Anspruch 1 rait folgenden Strukturen; 



o 




wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein kann und R2und Rsunabhangig voneinander Dodecyl, Do- 
decenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl oder Octadecenyl sein 
konnen. 
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9. Verbindungen und ihxe Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 



o 




wobei 1 = 0,1,2,3,4,5 oder 6 und g 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein konnen und Rjund Rsunabhangig 
voneinander Dodecyl, Dodecenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octade- 
cyl oder Octadecenyl sein konnen. 



10. Verbindungen und ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 




wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein kann und Rzund Raunabhangig vonemander Dodecyl, Do- 
decenyl, Tetradecyl, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadecenyl, Octadecyl oder Octadecenyl sein 
konnen. 
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11. Verbindungen und ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 




wobei g = 1,2,3,4,5,6,7 oder 8 sein kann imd R2vmd Rsunabhangig voneinander Dodecyl, Do- 
decenyl, TetradecyL, Tetradecenyl, Hexadecyl, Hexadeceuyl, Octadecyl oder Octadecenyl sein 
konnen. 

12. Verbindungen und ihre Salze entsprechend Anspruch 1 mit folgenden Strukturen: 
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13. Zusammensetzungeu, die mindestens eine der Verbindungen der Anspriiche 1-12 mit oder 
ohne Colipide, wie z.B. Dioleoylphosphatidyiethauolamm (DOPE), Dioleoylphosphatidylcho- 
liu, Cholesterol oder Cholesterylamin und gegebeaenfalls iibliche Zusatzstoflfe, Trager oder 
Adjuvaiitien entlialteii. 

14. Medizinische oder diagnostische Zusammensetzungen, die mindestens eine Verbindimg 
nach einem der Anspriiche 1 bis 12 oder eine Zusammensetzung nach Anspruch 13 enhahen. 

15. Verfahren zum Einbringen von biologisch wirksamen Verbmdungen, wie DNA, RNA, Ri- 
bozymen, Antiseuse-DNA, PNA,Peptideu, Peptoiden und Proteinen in eukariotische ZeUen, 
vvobei Verbindungen oder Zusammensetzungen nach einem der Anspriiche 1-14 mit den ein- 
zubringendeu Verbmdimgen komplexiert und die entstandenen Komplexe mit eukariotischen 
Zelleu (in vivo oder) in vitro in Kontakt gebracht werden. 

1 6. Vei-wendung der Verbindungen oder Zusammensetzungen nach einem der Anspriiche 1-14 
zur Herstellung eines Medikaments oder eines Reagenzes zum Einbringen von biologisch wirk- 
samen Verbindungen, wie DNA, RNA, Ribozymen, Antisense-DNA, PNA, Peptiden, Peptoi- 
den und Proteinen in eukariotische Zellen in vivo oder in vitro. 

17. VeiAvendung nach Anspruch 16, wobei die Verbindungen in Kombination mit Enhancem 
vei*wendet werden. 
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